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SUn1.111ary 
An inhibitc町 factor01、cathepsinBl [EC 3. 4. 22. 1] which had bcen isolatcd from thc 
liver of squid， Doワtheuthisbleekeri， was found to occu1' in thc samc tissuc. It was kcpt 
stablc ¥vhcn t1'eated at 1000C fo1' 10 min. 1t passed thro時 ha Viski時 tubc(葬18/32)fo1' 
dialysis and a PIvI-lO memb1'anc filter fo1' ultrafiltration， whilc it was rctaincd on a1 
UM--2 membrane filter fo1' ultrafiltration. 
The inhibitoryアfactorwas partially purified 1'rom the homogcnatc 01' thc same tissue by 
the following proccdurcs: heat treatmcnt 1'01' 15 min at 100oC， gel filtration on Scphadcx 
G-lO and G-50， and DEAE-Scphadex A-25 column chromatography. The partially 
purified inhibitory 1'acto1' was most stable at pH 5-6， consiclcrably stablc at pH 6-10， and 
slightly unstable at pH 5 o!' bclow. The gcl filtration 01' thc factor on Sephadex G-75 
showcd that it had a molccular weight 01' about 2，500. Thc modc of thc inhibition 01' 
cathepsin BI by the inhibitory 1'actor was 1'ound to bc competitive. 
動物の臓器のタンパク質加水分解際京のインヒピターに関するこれまでの多数の資料は R.
Vogelら1)によってまとめられている.
我々はすでにスルメイカ Ommatostre，ρhesslo仰 ipacificus，およびヤザイカ，Dorytheuthis 
bleelari，のj汗!肢から cath巴psinBlを1i.殺したが2)，3) 肝臓のお1討液をfoe安分別する過絞で， しば
しば cathepsinBlの活性が増大した.この現象は，ヤリイカの肝臓の主1t/1:l淡に cathepsinBl与を












a -N-benzoyl-DL-arginine-2-naphthylamide (BANA) と α-N-benzoylL-argininamide (BA 
A) はタンパク質研究奨励会(大阪)から購入された. cytochrome C および bacitracinは
Schwarz/Mann社から得られた.insulin B chainは， Sigma Chemical *1:からl!詩人された午の
insulinを，われわれの研究設において Sangerの方法りに従って過ギ酸々化した後，分離・調
製された綴品であった. cathepsin Blは，前線3) !こ従ってヤリイカの肝臓から椛製された探11
であった.DEAE-S邑phadexA-25および Sephadex綴 (G-I0，G-50および G…75)はPharmacia
Japan主1:からn法人された.
i決外ろ過)J央 (PM-lOおよび UM-2)および}JrI日ミセノレ (UF…202および UF12)は AmiconFar 
East社から得られた.
Cathepsin Bl (こ対する語審活性の測定
cathepsin Blの BANA加水分解活性に対するm主活性を測定する場合は， cathepsin Bl法
液 300μlに 1;江主照子水i~jr!i 900 plを加えて混合液から 500f1l分取した後， li官級品川こ従って残存
する BANA加水分解汚伎を定なした.コントロールとして， m書出子水渋波の代りに水を加え
た混合淡について|可じ操作を行った. !aL'i';.!友子の活性は相対活性で表示された. また， cathか
psin Blの BAA加水分解活性に対するIHl~i!}活性を総定する場合は， cathepsin Bl溶液と阻害問
二子水捺液を合む1:記の混合液から 100μl 分取した後， lìíH~3) ，と従って主主存する BAA加水分解活
性を定註した.その活性は相対活性で表示された.
陪審問予のj慾度の測定
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Fig. 1. Inhibition 01' BAA and BANA hydrolasc activitics in crudc cnzyme 




透過性を潟べた.Il!Hl}因子を含む主h出淡を Viskingtube (葬18/32)に入れて， 0.01M闘j，駿緩衝
液， pH4.7， Iこ対して 40Cで1711手間透析した後，透析内液lζ残得している阻害活性を調べた.ま
た， 1浪外ろ過股 PM…10(分子m:10，000以上のタンパク質を保持する〉と UM-2(分子最1，000
以上のペプチドを保持する)を用いて， 1l!1害関子の膜透過性を誠べfこ. それらの結果は Table1 
にまとめられている.そのi江[害問子は，透析によって完全に外液lζ失われた.限外ろ過において，
阻害関子は PM戸 101践に保存されず， 1犯を巡jlJJJ.したろ液にそのi妊害活性が検出された.また，そ
の阻it;:困子はUM-21.肢に保持された.それらのljJ突から，そのl況等閑子は，分子澄1，000-10，000
の総悶の分子であろうと推察された.次に， 1没後間子の鮒熱性を調べるために，ーと記の主1日i液を
がIlとう水上で 10分間加熱した.生じたitでん物を遠心分離 (6，000x g， 20分1引によって除去す
ることによって得られた上消についてHlilI-活性を調べた.Table 2 K見られるように，その熱処
理に対してm告関子は安定であるように忠われた.
'i:f} 45 -~} (1978) {主 f'i :À学i疫学;~~紋68 
γable 2 Thcrmal Stability of Inhibitory 
Factor of Cathepsin Bl 
Table 1 Penneability of Inhibitory Factor o[ 

























Visking Tube (葬13132) lnl1c1' SOllltiO!l 
p~ν[-10 Inllcr Solution 
Ouler So]ulio!l 











1000C で 155} !ll]}J1I熱した.~成した沈で-ん物を i徐 :jとするために，その混合物を 10，000xg で 20分
間述心分離した.得られた i二市は凍結乾燥された.
2. Sephadex G-I0によるゲルろ過 凍結乾燥物(1.5g)を 15mlの水!こ溶解した後，その
水熔淡を，あらかじめ水1[:'1"衡化しておいた SephadexG-lOカラム (3.5x33cm)を用いてゲノレ
ろ過した.Fig.2 1ζ見られるように， 3つの A270nmのピークが観察されたが，カラムの void
volume の{立政 lこ添削されたピークのみがm~t;.活性と・致した. m~!;.活性を1îするブラクション
を集めて，凍結乾燥した.






















Gel filt1'ation of crudc inhibitory factor on Scphadex G…10. 




3. S邑phadexG--50によるゲルろ過 日己の乾燥物(約 800mg)を水ICi容解ーした後，あら
かじめ水lζ平衡化しておいた SephadexG-50カラム (5x37cm)を用いてゲノレろ過した.Fig.3 
1こ見られるように， [1笹子関子はカラムの voidvolumeの位ほからかなり遅れて法的された.m
L!?活性を示したプラクションを集めて，凍結乾燥した.
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Gel filtratIon of inhibitory factor on Sephade:τG「うO.
4. DEAE-Sephadex A-25によるカラムクロマトグラフィー 上記の乾燥物 (l00mg)を
O.02Mギ酸アンモニウム (pH6.8) に溶解した.その溶液を， I司じ溶媒l乙平衡化しておいた




















〔番号.3-13)， 0.25 M 附近で溶出したフラクション(番号 35-53) と 0.6M附近で溶1したフラ
クション(番号66-100)を別々に集めた.それらのフラクションを，別々に，あらかじめ水に王子
衡化しておいた SephadexG-lOカラムどをmいてゲノレろ過した.Fig. 5， Fig. 6および Fig.7にそ
れらの溶出パターンとl抵害活性を示す.素通りのフラクションと 0.6Mギ、酸アンモニウムで溶出
されたフラクションには凱害活性は殆んど認められなかったが， Fig.6 rc見られるように， 0.25 
M ギ‘酸アンモニウムで溶出されたフラクションrcl;!l寄活性:が検出された. この段階まで精製さ



















Fraction Number (4ml) 
Fig. 5. Gel filtration of fraction passing through the column of DEAE-Sephadcx 






















Fraction Number (4ml) 
Fig. 6. Gcl filtration 01' fraction dl1tcd at 0.25 M HCOONH.パhroughSephadex G-1 0 coll1mn. 
稲見i・31と1I.務地・ i態永:Cathepsin tnの限設凶子のむ'tEとその総分的紛製 71 
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Fig.7. GeI filtration offi'action elutcd at O.G 1"1 HCOONH， through Scphadex G-IO. 
部分的に縞製された阻害因子の性麹
Table 3にまとめられているように， ζの11i!f国子標品は，ビューレット反応p ニンヒドワン
反応，キサントプロティン反応，坂口反応l乙続性であった.しかしながら， 20必TCA(trichloro咽



















阻害悶子の分子1訟を推定するために，阻害関子水溶液を，あらかじめ 0.2M NaCl rc:王子衡化さ
れた SephadexG-75カラム (1x100 cm)を用いてゲノレろ過した.カラムの voidvolume はblue
dextr羽 12000を用いて測定された.標準タンパク質或いはポリペプチドとして， cytochrome C 
(M. W. 12，400)， insulin B chain (5，388.6)とbacitracin(1，450)を用いた.各標準物質と阻害因
子の溶出容最 (V
C) とvoidvolume (Vo)との比をたてi14hK，横紬にはそれらの分子長の常用対数
72 も主主3大学五語学:l!~* 気.~45ーな (1978) 
をプロットした.Fig.8 r乙示されているように，阻害関子の分子--:誌は約2，500であると推定され
た.
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Fig. 8. Dctcrmination of l10lccular wcight of inhibi駒 I手ig.9. UV-spcctrum of partially purifi吋 prcpara-
tOlγfactor by gcl fitration on Scphadcx G-75. tion 01' inhibitory lactOl¥ 
j:立寄悶J子による cathepsinB1のl汲容儀式を調べるために，阻害因子の存在下と)l:fJ.{:Eれこお




O.lMHClと0.1M NaOH It1で3B IHJ， 40C Iζj'1!t位した.各混合液の p狂そ4.5!ζ調整し，容
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Fig. 10. Linewcel¥"er-Bur]; plot of B:\~~，\ conccntratiol1 
against acti¥"ity 01' cathcpsin BI in the prCSCI1(、e
and in thc abscncc of inhibitory factm¥ 
Fig. 1. pH-stability of inhibitory Uictoγ. 
j箆 喪
ヤリイカ ，D01ツthellthisbleekeri，の肝臓の cathepsinBl (EC 3. 4. 22.むをi位:与する開予がhiJ
じ肝臓'11に存夜ずることが見/1:¥された.そのi弘容悶子は， 1000Cで10分間処斑された片手も安定で
あった. IUl'itr-調子は滋析月]の Viskingtube (詰18/32)の脱を選過し，限外ろ過H$iPM-lOを遊
逃したが， I浪外ろ過)淡 UM-2I乙保持された.その服従悶子は，肝臓のホモジネートから下記の
操作によって節分的に精製された:1000Cで15分I1¥Jの熱処潔， Sephadex G-lO， G-50 によるゲソレ
ろ過と DEAE-SephadexA-25カラムクロマトグラフィー.部分的lと総j製された1iIl'J}悶子は pH
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